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@ Monoklonale Antikorper gegen epitheliales Muzin (MUC1) 

@ Die Erf.ndung bctrifft monoklonale Antikorper gegen 
epitheliales Mu2in (MUC1), ein Verfahren zv ihrer Herstel- 
iung und Ihre Verwendung zum immunhtsiologischen und 
immunologischen Tumomachweis. Die fieuen Antikorper 
hEben eine ungewdhnliche Spezifitai und eine riohe Aviditat. 
Eine Besonderhelt besteht darin, de& gieichsemg speztfische 
Antikorper der Klassen 61 und M gebildet werden. 
Anwendungsgebiete der Erftndung sind die medizinische 
Diagnostik, die Imntuntherapie und die phBrmsreutische 
Industrie. 
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Beschrei'bung 



Die Enmdung bcirifft monokJonaJe Aniikorper ge- 
gen das menschliche cpiiheliale Muzin MUCl (fxnonxin 
mil PEM, PUN4, MAM-6, EMA. PAS-0 und EpisiaJin), 5 
t'lTi Venahren zu ihrcr Hersieilung und ihre Ver^'en- 
dung 2um immunhisiologischen uTid imrnunologischen 
Tumomachweis. 

Anwendungsgebiete der Erfindung sine die medizini- 
sche Diagnostik, die Izxununiherapie und die pharma- 10 
zeutische Industrie. 

Die Muzine sind in normalen Epitheiien Gesundcr in 
charakierisiischer Weise verbreiiet (Burchell. Taylor- 
Papadimitriou, J.: Mucins, In: ICreis, T. Vaje, K, (eds.), 
Guidebook 10 the Extracellular matrix and Adhesion 15 
Proieins, Oxiord 1993). Das bekanniesie Muzin isi 
MUCl, ein hochmolckulares (Mr > 5 x iO^)Membran- 
Giykoproiein, das aus einer vahablen AJizaii] sich wie- 
derholender Abschnitte von 20 Aminosauren bcsiehi, 
den sogenannien Tandem- Re pea is". Die Eignung des 20 
MUCi-Molekuis als Tumorantigcn beruh; caraul, daB 
seine Expression bei Tumorpatienten (bevorzugi bei 
Mammakarzinom und bei gastroiniestinaien Tumoren) 
in der Kegel modilizien ist: 
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— Auf TumoTzeUen Verlusi der poisrrn Expres- 
sioa 

— Verstarkie Expression in Tumorzeiicn, auch in- 
trazellular. 

— Die Glykosylierung der Muzine isi in Tumoren 30 
gesiOrt 

— MUCl trin im Serum Tumorkranker cuJ. 

— MUCl tritt ektopisch auf (z. B. auf koJorekiaien 
Karzinomeri. wahrend es auf normaler Darm- 
schieimhaut fehh). 

Jede diescr Vcr&nderungen kann Grundiage cines Tu- 
monesis sein, erforden aber ein anderes methodischcs 
Herangehen. 

Es gib: bereits Tumonests, die morjokionaJe Aniikor- 
per (mAJc) gegen MUCl als Komponenen enihahen. 
Die bisher beschriebenen mAk wurdeij durch Immun- 
isierung von Versuchsiieren mit mehr ocer wenigcr ge- 
reinigier; Muzinpraparaten oder mil Peptiden herge- 
stelJt Sie erkennen MUCl -Epiiope, die sich eng um eine 
besiimmie Aminos&uresequenz des I^UCi-Tandem- 
Repeau gruppiercn (Taylor- Papadimiiriou, J, Lalani, 
E--N^ Burchell, J, Gendicr, SJ. Mudn antigens: Molecu- 
lar structure and potential use in immuno- therapy. J. 
Nucl. Med Allied ScL 34 (SuppL 10 No. 3): 144-150 
(1990)). Dadurch bedingt ist eine voUstandige Erfassung 
von MUCl nicht in alien Fallen mdglich (2. B. infolge 
sierischer Behinderung der AntikdrperbinduEg durch 
die Kohienhydrat-Seitenkenen). 

Die Erfmdung hat das Ziel die bisherigcn Nachweis- 
methoden fiir MUCl durch mAk zu erganzen, zu er^'ei- 
lem und zu verbessem. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunce, mAk zur 
Verfugung zu stellen, die bisher noch nichi eriaBic Epi- 
tope von MUCl erkennen. 

Die Aufgabe der Erfindung wire gemafi cen Anspru- 
chen 1, e, 9 und 10 gcl6si, die Umeranspriiche sind Vor- 
zugsvarianien. 

Die Hybridzellen werden erfindungsgemaB herge- 
sieUt durch 

A Immunisicrung von Versuchsiieren, in crsier Li- 
rJe von Mausen,mh nativem MUCl, 
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B. Jsolicrung von Lymphorxicn aus den Versuchs- 
iieren und ImmortaJisicrung der Lvinphozyien 
durch Zellfusion mit gecigncien MyeiomzelJen 
bT^\ eine andere geeignete Immortaiisierungsme- 
thode, 

C Selektioii der immortalisienen Zellinien, 
D. Tenen der immonalisienen Zellinien auf die 
Produkiion von Antikorpcm gegen MUCl, 
L KJonicrung der ZeUen aus den Kuiniren, die An- 
iikorper gegen das MUCl produzieren. Vermeh- 
rung dieser ZellkJone imd Ge^innung der von die- 
sen Zelien produzienen spezifischen AniikSrper 
und 

F. Erminiimg der Feinspezifita: der Anakorper. 

Der wcscniLcbc Unterscbied zu den bisherigcn Hcr- 
sielji:ngsmethoden besiehi darin, caB die Immununisie- 
rung mit naiivem MUCl erfolgu Dadurch werden mAk 
erbahen. die T>'pische Konformaiionsepiiope erkennen. 
Als aktivsier ZeiikJon wurde A76-A/C7 erhalien. 
Dieser Zellklon hat folgende Eigenschaften: 

— er erkenni ein unikaJes Epitop, und zwar ein 
koniormaticnsabhangiges Peptidephop. das erst ab 
5 Tandem- Repeats auftritt 

— er hai eine hervorragende Gewebs- und Zeli- 
Reak 13 vital 

— er isi pa raffing angig und hai nur cine auBerst 
niedrige unspezifische Bindung, 
~ die Reakdviia: ist unabh&ngig von der Glykosy- 
iierung. 

UnikaJ is» auch der IsoT>'p JgGi -f IgM, k; die Anti- 
korper-Spezifiia: der beiden Isotypen is: identisch. wie- 
55 derholte KJonierungen fuhren nichi 2u KJonen mit nur 
einem isotyp. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung 
isi die Ver^'endung der erfindungsgem£3en AnukOrper 
als Nachweisrecgenzien. Sie konncn im immunhistolo- 
40 gischen Nachweis von Tumoren (z. B. kolorekialen Kar- 
zinomen) oder dem Nachweis von Mikrometasiasen im 
Kjiochenm.ark bzw, in Lymphknoien voneilhaft ver- 
wendei werden. Dabei wird der Kulturubersiand (kon- 
diiionienes Kuliurmedium) der beireffenden Hybri- 
45 domzeliinien oder gcreinigter Aniikorper in geeigncier 
Vercurmung eingesetzi. Der T«si selbsi wird nach einer 
gangigen histologischcn Technik an Gefrier- oder Pa- 
raffinschninen durchgefuhrt z. B. mitteU der sogenann- 
ien A BC-Technik. 
50 Die erfindungsgemaBen Antikdrper kdnnen gleicher- 
ma&en zum imrnunologischen Nachweis von MUCl als 
Tumormarker in Korperflussigkeiten wie z. B. Blutplas- 
ma eingesetzi werden. 
Eiri weisercr Gegenstand der Erfindung isi die V^r- 
55 wendung cer enindungsgemaBcn Aniikorper zur isolie- 
rung und Reinigung von MUCl, z. B. fiir therapeutische 
Zwecke (moiekuJare Tumorx'akzincn). 

Durch die Erfindung wird ermoglicht, den Nachweis 
von MUCl exakier als bisher durchzufuhren. Der Ein- 
60 &£iz der erfmdungsgema&en Aniik&rper sichert, dzB ei- 
ne immunologische Reaktion definitiv nur mit einem 
Epiiop von MUCl crfolgu Dadurch is: eine hohe Spczi- 
fjtai gegeben, und die Ergebnisse mil verschiedenen 
Proben sind reproduzierbar. Deshalb sind die erfin- 
ef dungsgemaBen monoklonaJen Aniikorper besonders 
geeignc: fiir die Friiherkennung und den Nachweis ver- 
schiedener Tumore sowohl auf immunhistoiogischem 
wie auf immunoiogiscbem Wege. 
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Aniiegenc der Erfindung an einem AusfuhruJigs- 
beispici naher erleuten: 

Beispiel 3 

c 

MonokJonalcr Ar.tik6rpc:: A76-A/C7 

Sutzmizx: inenschiiches cphheliaies Muzin (MUC3. 
PEM, Vi Episiaiin, EMA) 

jso-xp: IgGl H- JgW (nichi irennbar durch wiederhohes jc 
Kioniereii), kappa 
Spezics: Maus (5alb/c) 

jmmuriOgen:T-47D-2el]er.(Brjsikrebs2cliinie) 
Fusions-Panner: X63-AgS.€53 

Fusion£Tvp:PEG :5 
Hybridzeliinie: A76-A/0; Viedium: RP-M3 1640; 10% 
fCS,5 X 10*^M2-jMerkapioeihano::iriyccpia5n:afr€i 
Westerc bloiiHochmoIekulares Muzb (Mr > 5 x 10^) 
Ephop: Pepiidepiiop, konfcrmaiionscbnargig (trit: bei 
^ 5Ta-ndem-Repeauauf) K* 
Kreu2reakti\r4ai:keine bckanm 
Hisioicgic: Paraffin- und Gciricrschnine 
Vorkomnisrj des Aniigcns in nienschiichen Gewegen: 
Luxenale Me.T.bran des Bnjsicpiihcis, Brusnumcrzel- 
ien, Talgdriisen. SchweiBdruscr. Fankreasepiihel, koio- 25 
rekule Karzinome u. a, 

Patcnianspriiche 

1. Vcrfahren 2ur Hcrsiciiung von monoklonaJen 30 
AjiiikorpejTi gegen cpiiheliales M J2ir (X^UCl) miv 
leh kjoniener H\t)rid2ellen, die hergesielJ: werdec 
durch: 

A. iTiiTiur^isicrung von Versuchstieren, in er- 
5*er Linie von Mauseami: naiivem MUC3, 

E. isoiierung vcn LjTjphozyien aus den Ver- 
suchsiieren und Inunonaiisierung der Lymp- 
ho2>ncn durch Zcllfusion m:: geeigneien Mye- 
iomrellen bzw. cine ancere geeigneie Immor- 
tEiisierungsmethode, 
C Sejekiion der ir-iTncnaiisienen Zeliinien, 

D. Tes:eri der immonahsierien ZeiiirJen auf 
die Produkiion von Antikorperrj gegen MUC3, 
E KJonierjng der Zel-en aus den Kuituren, die 
Aniikorper gegen das MUCl produzieren, 45 
Vennehrung dicser ZeilkJcne und Gewinnung 
der von diesen Zelien produzienen spezifj- 
schen Antikorper und 

F. Ermiuiung der Feinspezifiia: der Antikor- 
per. 50 

2. Verfahren nech Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichner da£ ais MUCl-Aniigen iebende menschli- 
the Brusikrebszellen (ais Zellinie kuliivien) nach 
Behandlung mil Neuraminidase eingeseizi werden. 

3. Venahren nach einem oder rcehreren der An- 55 
spriicbe 1 bis 2, dadurch gekenriieichnew ah 
Myeicmzellcn fiir die ZeHfusion vorzugsweise Zel- 
len der IJnie X63- Ag8.655 vervendei werdea 

A, Verfahren nach einem ode: mehreren der An- 
spriche : bis 3, ciadurch gekennzeichnei, daB die 6C 
2iellfasion mh Hilfe von FolyeihylecglA-koi (PEG) 
durchgcfuhn 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der An- 
spriiche 1 bis 4, dadurch gekenraeichnei, daB die 
fusionienen Zellen durch ein seleknives Kuimnne- es 
dium isolien werden. 

6. Monokionaie Antikorpe: |egen MUCl, herge- 
sielh durch Verrochrang und Kuliiviertng von Hy- 
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bridomzeDkionen, die nach einem oder mehreren 
der Anspruche 1 bis Shergesiell: verden. 

7. MonokionaJe Aniik6rper nach Anspruch 6 gegen 
ein unikalts Epi:op des MuCl-Molekuis.. das nur 
bei Voriiegen mebrerer Tandem- Repeals'* 5) 
aufiriti. 

8. McnokJonale Aniikorper nach Anspruch 6 und 7, 
herges:e]i: durch Vennehrung der Hybridzeliinie 
A76A/C7. 

9. Hybridzeiiinien, hergesielli nach einem oder 
mehreren cei .Anspruche I — 5. 

:0. Verv^'cncung der monokionalen Aniikorper 
nach eLnem oder mehreren der Anspruche 6 bis S 
ais Nachweisreagenzien. 

3 :. Verwendung der monokJonajen Aniikorper ge- 
maB ebem oder mehreren der Anspriiche 6 bis 8 
zzm immunhisiologischen Nachweis von Tumoren. 
32. Verci-endung der monokionalen Aniikorper 
nach ebem oder mehreren der .Anspriiche 6 bis 8 
zum immunologischen Nachweis von Tumorer^ 
13. Verwendung der monokionalen Aniikorper 
nach ebem oder mehreren der Anspruche 6 bis 8 
zur Praparaiion von MUCi. 

34. Veru'endung der monokionalen Aniikorper 
nach nach ebem oder mehreren der Ar^priiche 6 
bis 8 zur Therapie von Karzinomen, insbesondere 
ais adjuvanie Therapie, und zwar sowohl ais gerei- 
rjgie Antil:6rpeT ais auch in rorm von Konjugaien 
oder ais Komplexe mii dem Aniigen- 
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